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三 市 咏 库 蚊 幼 虫 水 解 酶 与 印度 
雕 蚀 菌 感染 的 关系 
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(上海 医 科大 学 寄生 虫 学 教研 室 上 海 200032) 


摘要 ANWAR ERE Coclomomyces indica RAH — Be Re Culex tritacniorhyn— 
chus 4 龄 幼虫 的 离 体 水 解 酶 系 进行 测定 。 结 打 表 明 ， 经 感染 后 蚊 幼 虫 的 羧 酸 酯 酶 、 乙 酰 胆 碱 
酯 酶 和 谷 胱 甘 肽 -S- 转 移 酶 的 比 活力 均 较 未 感染 的 正常 4 龄 蚁 幼虫 为 低 ， 其 中 以 合 胱 甘 驮 -5- 
转移 酶 的 活力 明显 下 降 , 从 而 影响 了 酶 对 内 源 和 外 源 化 合 物 的 代谢 和 解毒 作用 。 


关键 词 ”三 带 吹 库 蚊 ,印度 雕 蚀 菌 ,水 解 琵 


EU EF REPRE Coelomomyces indica ESET HREM Culex tritaeniorhynchus 
幼虫 血 膀 内 的 一 种 致 病 真菌 , ELBHK RARER 17%, BRR REKE 
中 活动 缓慢 , 龄 期 延长 ,影响 变态 ,其 死亡 率 高 达 100 多 由。 真菌 对 蚊 幼 虫 的 致 病 作 用 除 可 
引起 组 织 病 理学 和 组 织 化 学 等 改变 外 ,是 否 可 影响 其 体内 各 种 水 解 酶 系 变化 , 故 对 感染 蚊 
幼虫 的 羧 酸 酯 酶 乙酰胆碱 酯 酶 和 谷 胱 甘 肽 -S- 转 移 酶 的 活力 进行 了 测定 ， 以 探讨 酶 系 变 
化 与 真菌 致 病 的 关系 。 


1 材料 和 方法 
11 蚊 幼 虫 来 源 

1992 年 8 月 在 上 海 郊 区 秧 、 稳 田 等 蚊 草 生 地 中 ， 采 集 经 真菌 自然 感染 的 三 带 咏 库 蚊 
4 龄 幼虫 。 用 吸管 将 活体 幼虫 吸出 , 放 入 塑料 指 形 管内 ,再 用 滤纸 条 吸 干 水 分 后 ， 盖 替 管 
KA CO, 干冰 瓶 内 带 回 实验 室 供 实验 用 。 同 时 , 在 同一 草 生 环境 中 采集 三 带 凡 库 蚊 
4 龄 蚊 幼 ,经 解剖 镜 下 鉴定 , 确 为 无 真菌 感染 的 作为 正和 对 照 。 
12 酶 的 制备 

将 感染 的 与 正常 的 4 龄 蚊 幼 虫 ， 分 别 用 重 蒸馏 水 配制 的 磷酸 缓冲 液 〈PBS) 冲洗 干 
净 ,用 滤纸 骸 干 水 分 , 称 重 后 , 按 V/W 一 4:1 的 比例 ， 加 入 66mmol/L pH 7.0 PBS (A 
& 0.5% Triton) 在 冰 浴 中 匀 浆 ， 然 后 在 4 离心 20min (4000 r/min)， 取 上 清 液 作为 
酶 源 。 和 蛋白 质 测 定 按 Bradford” 方法 进行 。 
1.3 离 体 水 解 酶 的 测定 方法 
13.1 BRB: 按 陈 巧 云 等 中 方法。 用 a- 醋 酸 芋 脂 作 底 物 , 配 制 0.03mol/ 工 的 
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底 物 丙酮 贮备 液 ， 使 用 时 用 0.04mol/L pH 7.0 的 PBS 稀释 到 所 需 浓 度 。 显 色 剂 由 1% 
BAK BASS +O RE RBC 5AM, CA a- 莱 酚 生 成 深蓝 色 ， 用 72 型 分 光 光 度 
计 比 色 , 最 大 豚 收 在 600nm。 标 准 曲 线 用 6ml ARE o- RM, 0.04mol/L pH7.0 的 
PBS 《( 含 1% 丙 酮 》 加 1 ml 显 色 剂 制 成 。 典 型 反应 混合 物 : 5 ml 3 Xx 10 ‘mol/L (在 
0.04mol/L pH7.0 的 PBS 中 ,丙酮 含量 1% ) 的 底 物 溶液 各 1ml 酶 混合 ,在 37"C 水 洽 保 
温 30min 后 加 入 lml 上 述 显 色 剂 进行 比 色 。 

1.3.2 ”乙酰 胆 碱 酯 酶 测定 : 参照 Chemnitius &™ 方法 。 用 浓度 为 0.075mol/L 的 硫 代 
乙酰 胆 碱 碘 化 物 作 底 物 , 显 色 剂 用 浓度 为 0.01mol/L 《内 含 1.8 X 107%mol/L KBAR) 
二 硫 双 硝 基 茶 围 酸 (DTNB)。 反 应 混合 物 的 组 成 : 0.1ml Be, 2.5ml 0.1mol/L pH7.5 
磷酸 缓冲 液 .0.1ml 底 物 和 显 色 剂 的 混合 物 ( 底 物 : 显 色 剂 =1:2V/V， 同 时 混合 )。 反 应 
混合 物 在 37C 保 温 30min 后 ,用 0.5ml 硫酸 毒 扁豆 碱 中 止 反应 , 在 751 紫外 分 光 光 度 计 
412nm 处 测定 光 密 度 , 以 无 酶 反应 液 作 对 照 测定 。 

1.3.3” 谷 胱 甘 肽 -5- 转 移 酶 的 测定 : 参照 Booth 等 名 和 Habig 等 四 方法 。 用 1- 毛 -2,4 二 
HA (CDNB) 作 底 物 ， 测 定 谷 胱 甘 肽 -5- 转 移 酶 的 活力 。 反 应 保温 液 组 成 为 : 0.030 
ml 0.1mol/L CDNB WAR, 0.3ml 50mmol/L SEHE., 2.67ml mh (pH 7.0 66 
mmol/L 磷酸 缓冲 液 ， & 2mmol/L EDTA), 反应 总 体积 为 3ml， 有 反应 温度 为 25C。 以 
无 酶 反应 液 作 对 照 ,测定 340nm 波长 下 光 密 度 变化 ,所 有 测定 在 3min HERES 


2 ”结果 
对 经 真菌 感染 后 的 4 龄 蚊 幼 虫 和 未 经 真菌 感染 的 正常 4 龄 蚊 幼 虫 各 种 水 解 酶 系 的 活 
力 测定 ,结果 见 下 列 各 表 : 


Rl 羧 酸 酯 酶 活力 比较 


品系 比 活 力 * 相对 活力 
正常 六 幼虫 13.50 1.00 
感染 蚊 幼 虫 10.03 0.74 


* BE DARE 600nm REN, 4 龄 幼虫 匀 浆 波 中 ,每 毫克 蛋白 > 每 30min 催化 生成 产物 的 毫 摩尔 数 。 
m2 乙酰胆碱 酯 酶 活力 比较 


品系 比 活力 * 相对 活力 
ER RR 0.346 1.00 
感染 蚊 幼 虫 0.276 0.80 


* 酶 比 活力 系 在 Hom 波长 时 ，4 龄 幼虫 匀 奖 液 中 ,每 毫克 蛋白 质 ,每 30min 催化 生成 产物 的 毫 摩尔 数 。 
家 3 谷 胱 甘 肽 -5- 转 移 蕊 活力 比较 


品系 比 活 力 * 相对 活力 
ERRIA 1.80 1.0 
感染 蚁 幼虫 0.36 0.2 


* 酶 比 活力 系 在 340nm 波长 时 ,4 龄 幼虫 匀 浆 滑 中 ,每 毫克 蛋白 * 每 分 钟 光 密度 变化 。 
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对 以 上 三 种 水 解 酶 系 的 检测 结果 表明 ,经 真菌 感染 后 的 4 龄 蚊 幼 虫 体内 各 种 酶 活力 ， 
较 正 常 蚊 幼虫 均 有 下 降 ,其 中 正常 蚊 幼 虫 体内 谷 胱 其 肽 -S- 转 移 酶 活力 为 感染 蚊 幼 虫 的 5 
倍 。 
3 讨论 

印度 雕 蚀 菌 对 三 带 吃 库 蚊 幼 虫 的 致 病 作 用 经 病理 组 织 切片 观察 ， 证 实 真菌 在 寄生 过 
程 中 ,其 菌 丝 体 和 孢子 囊 可 逐渐 消耗 ,破坏 脂肪 体 细胞 和 绛 色 细 胞 ， 从 中 获得 自身 所 需 的 
能 量 来 源 , 而 影响 了 蚊 幼 虫 的 发 育 和 变态 ”。 通 过 对 蚊 幼虫 组 织 化 学 研究 ， 亦 证 实 经 真菌 
感染 后 蚊 幼 虫 体 内 的 糖 原 、 蛋 白质 和 核酸 CRNA, DNA) 含量 均 明显 减 少 。 本文 经 对 
法 酸 酯 酶 、 乙 酰 胆 碱 酯 酶 和 合 胱 甘 驮 -5- 转 移 栈 测定， 证 明 感 染 蚊 幼虫 的 这 三 种 水 解 酶 
系 活力 均 低 于 正常 蚁 幼虫 , 而 正常 蚁 幼虫 酶 活力 分 别 为 感染 蚁 幼 的 1.35 倍 、1.25 信和 5 
倍 。 谷 胱 甘 肽 -5- 转 移 酶 活力 明显 低 于 其 它 两 种 水 解 酶 活力 ， 这 可 能 由 于 脂肪 体 被 破坏 ， 
致使 脂肪 体 的 谷 胱 甘 肽 -S- 转 移 酶 活力 下 降 。 

早已 证 实 , 蚁 幼虫 对 各 种 杀 虫 剂 抗 性 的 产生 主要 与 各 种 水 解 眩 系 活力 有 密切 关系 。 在 
杀 虫 剂 的 中 毒 和 解毒 过 程 中 ,水 解 酶 起 重要 作用 。 一 些 报告 指出 ,不 少 昆虫 的 着 酸 醋 酶 活 
力 增 加 则 产生 抗 性 ;反之 , 抗 狂 消 失 ”…"" 3。 这 主要 由 于 该 水 解 酶 可 将 毒剂 催化 代谢 ， 当 
胆 碱 酯 酶 活力 受到 抑制 时 可 使 昆虫 中 毒 。 谷 胱 甘 采 -S$- 转 移 酶 亦 是 生物 体 中 重要 代谢 酶 
Ro Motoyama"? 证 实 , 在 对 杀 虫 剂 具 有 抗 性 的 家 蝇 中 , 该 酶 具有 和 较 高 活力 。 关 于 真菌 寄 
生 蚊 幼虫 所 致 的 变化 ,从 其 水 解 酶 系 活力 改变 角度 看 ,真菌 在 寄生 过 程 中 ， 由 产生 的 毒素 
及 代谢 产物 消耗 损伤 和 破坏 了 蚁 幼虫 脂肪 体 和 比 色 细胞 ， 可 能 使 可 溶性 酯 酶 蛋白 受到 破 
坏 , 或 使 水 解 酶 本 身 的 蛋白 质 合 成 代谢 受阻 ,从 而 使 酶 活力 下 降 ， 因 此 影响 了 水 解 酶 对 蚊 
幼虫 内 源 化 合 物 的 解毒 作用 ,或 者 在 进一步 降解 其 它 环境 毒素 时 ， 如 杀 虫 剂 等 受到 阻碍 ， 
进而 使 蚊 幼虫 中 毒 。 有 关 真 菌 的 寄生 而 使 蚊 幼 虫 体内 水 解 酶 系 的 活力 下 降 机 理 ， 以 及 酯 
酶 是 否 能 对 生物 毒素 起 降解 作用 ,将 有 等 进一步 研究 阐明 。 
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STUDIES ON THE HYDROLASES OF CULEX 
TRITAENIORHYNCAHUS LARVAE 
INFECTED WITH COELO- 
MOMYCES INDICA 


Liu Sulan Lian Weineng Sun Jianhua Wang Zhengyi 
(Department of Parasitology, Shanghai Medical University Shanghai 200032) 


Abstract The enzymatic determinations itn vitro were used to demonstrate 
the relationship between hydrolases activity and pathogenicity of Coelomomyces indi- 
ca for the fourth instar larvae of Culex tritaentorhynchus. The results showed that 
carboxylesterase, acetylcholinesterase and glutathione S-transferase activities of the 
mosquito larvae infected with C. indica were lower than that of normal larvae. Es- 
pecially, the glutathione S-transferase activity decreased more markedly. It is sugges- 
ted that the decrease of hydrolases activity was attributed to the lesion and destruc- 
tion of the cells by the fungus toxin, which might have influence upon the metab- 
olism and detoxication of the endogenous and ectogenous substrates. 
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